11. Publication number: 0412883A1 
EUROPEAN PATENT APPLICATION 
Le^onnumber.^OZZZ.! 51.1* CL»: C12Q l/« 

22. Registration date: 08-02-90 



30. Priority: 08-11-89 FR 8910802 

43 Application publication date: 
Bulletin 02-13-91 91/07 

64. Designated contracting states: 
AT BE CH DKES FRGB GR 11 
LI LU NL SE 

71 Applicant: BERTIN & CIE 
Zone'lndustrielle ^BOX3 
F-78373 Plaisir CEDEX (FRANCE) 

71. Inventor: Cohen, Daniel 
5, rue Jeanne D'Arc 
F.94160 St. Mande (FRANCE) 
Inventor: Dufau, Frederic 
9 Hameau de Bois-Fontaine 
F-78170 La Celle-St-Cloud 
(FRANCE) 
Inventor. Hacne, Jean 

3, allee de l'Epee 

F-78960 Voisins le Bretonneux 

(FRANCE) 



Inventor: Jeanpierre, Marc 
94 rueLe.courbe 

F-75015 Paris (FRANCE) 

inventor: Ginot, Frederic 

3 rue des Ebisoirs 

F-78370 Plaisir (FRANCE) 

LLor. Martinez, Marie-Chnst.ne 
2, rue du Colonel Candelot 
F-92340 Bourg-la-Reine (FRANCE) 
Inventor: Roussel, Brigitte 
63 voie des Sculpteurs, Residence 

des Platanes 

F-92800 Puteaux (FRANCE) 
Inventor: Troton, Agnes 
12, place Bonsergent 
F-75101 Paris (FRANCE) 



74. Legal representative: Ores, Bernard 

etal 
Cabinet ORES 
6, avenue de Messine 
F-75008 Paris (FRANCE) 



including applications. on which 

to nuclide tacomng » * decide base; (3) scteenmg for 
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Application: 



diagnosis of genetic diseases. 



EP 0 412 883 Al 

diseases and for checking hybridization. 

Nucletcacidhybndiza^ 
nucleic acids. Hybridization 1S based on ^ together, the single strand 

complementary single ^^^oZT^ hybrid molecule. The capacity of 
nucleic acids in question par to create a^o Qf & complem e nta ry nucleic 

S1 ngle strand DNA or RNAto«-te - « ^ d diagnosls . AvaUab.lity of both 

significance. 

■ • mific ant criteria for screening particular nucleic acid sequences as 
Hybridization is a significant emend 
in the following: 

particular sequence), 

bacteria, fungi and viruses); 

- identification of individuals in general; 

. forensic medicine (e.g.; paternity and filiation); 

. .neagn-foodproductsdomainCe.g.-.cropsandsamtarycontrol). 

protocol). 



and contextual viscosity. 

lower for shorter probes. 

Thus,in g eneral,when^^ 
probes may be used, depending on * e ^ n ™2. eiC J id * bes generally between 17 and 
nucleotides, termed long probes, and short nucl acid P rot > ^ > ific enzyme , 
24 nucleotide.. When a -^^^ Jto Solves stages of 
termed restnction enzyme, So ^«^^ ^phoresis, transfer to a filter and 
DNA isolation, restnction enzyme di g estion g ^ ? following wash out and 
hybridization using a long probe related to *f™^ ^ or reject me presence of 
autoradiography, analysis ^^^^^Z^ be dependent on a 
mutations. The very unwieldy procedure requires tnai i ^ n t0 24 

restriction area. When this is not the case, a short "J^J^ mutatl0n that is t0 be 

destabilization of the hybridization). 

However, all of these methods present a number of disadvantages: 
. dlffi cultyofsustainin g temperature conditions so as to obtam appropnate hybndization; 
- potential compulsory presence of a restriction site; 
. blotting of the nucleic acid on a filter (Southern blot). 

. ♦ mFRSHAM # 4 656 127 has made it possible to circumvent 

restriction enzyme cleavage sites are present. 

specific nucleotide base m a fragment ot (UNA or m> ; 

^ t n create a hvbrid nucleic acid in which 



be™co™S.e4»itl>a.e„ucl«o..deac,d; 

^^^^^^^^^^ 

acid chain; 

and/or identification; 
. a polymerase without exonuclease 3'5' action and 

S on .he targel s«q»»ce .o be analyzed- 
JS^n.cleo.iaewi.h.no™*™ KJOb.se, 
blocker bases are didesoxynucleotides. 



ctmSinescen. products and appropriate an„bod,.s. 

^^^^ 

simultaneous. 

™smea„s,h.,polymcri„.,on generates Producionof.pyrophosp^asfol^s: 
matrix - catalyst + dNTP — > matrix - (catalyst + dNTP) + PP, 

B, measuring rb. pyrophosphate In each of the reaction tubes, it is possible to 
d^rnX which^b^espolymenzation has occurred. 

A cc„rdi„ 8 ,o another adv_prov,si„„ of mtsntodeof tmplemenuation each of 
the labeled nucleotide bases may be screened. 

base, the remaining three ° determining for which of the bases 
wash out. 

blotting of the nucleic acid. 

b«£rTn B subsLces and suitable .genu, as follows: 

target sequence so that its 3 tip is next w uic w 
screened; 
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. appropnat. amounts of a polymery, without 3'5' ex.nuclease. 

. ,„ an advantageous use of to kit, or d.agnosttc set. the modified nucleottde 

.^Sr^SEddTTP.ddOTP.ddATP.ddCTP). 

A ccord,„g to another advantageous use <*™%Z*^£££%^ 

appropriate antibodies. 

I „add,t;on,o t hepreced,n g p,o f ,o„s,h, s ,nven,,o„suhs m nesadd,,io„a 1 pr„.,s..ns 

that are outlined in the following description. 

the B coding gene for the hemogtobm GAG that translates ,nto , 

glutam.c add (in Gp«» « ™' fl ^"fn % „ mpl e corresponds ,0 an ampl.fied 
valine in abnormal Hb (tiDaj. i »<= ^ 
single strand DNA sequence. 

For each DNA matrix mix in a microcentrifuging tube: 

- 100 ng of DNA (amplified «jge «g^> 5 200 ^ NaC l, 250 mM; MgCl 2 100 mM) 

- 7 nl Sequenase agent 5X (= Tns-HL-l pn /.:>. 

- H?0 qsp 22 ul „ 

- agWe with a vortex and centrifuge promptly 

. ,Lb,te in a water barn at 95" C for 2 mmute, 

- , ,rof°"— taintngddNTPdtJuted .« "~ 

ddATP: 3.36 urn; ddCTP: 8.96 urn); and 



- H 2 0 qsp 6.5 ul 

: S re T„r^X B w,,e, b a,h, m <.pro m p..,e«.n^ 

- remove tubes, and place ,ce 

y) F | | nJ „„ in n of M W mW HW^VlWtlWl i te 

Cenmcon 3-10 (A»leo„) ".—.on ^'.nTJi'th a 

membrane f,ltra,,o„ by ^ "S* for «»P.«, »"« SPOn<1S 

. piace me reacting volume ansmg out of a) in a "Centricou" 3 or ,0 and d.iute if 
3, ,„ less .ban 5 000 g fo„ow,„ s manufacture gu.delin.s ,» recover — 

volume, 

- reverse the "Centricon" system 

- centrifuge to recover the reacting volume 

- bring volume back to 12 ul. 

Em£raMra ^ (procedure peminmg to the .nven.ion) 

^"nS.?^^ 

buffer for each sample using: 
- H 2 0 qsp 6.5 ul 

^erv^omrlater bath, promptly centrifuge, 

-.^r, S »;,erbad,a,37»Cfor 5 m,n»,es 

- remove tubes, and place them in ice. 

- place samples on a Sephadex G50 column 

- recover elutes. 
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jvp? pipK DNAt 
n) T riti?l materials 
Single strand bacteriophage M13mp8 DNA 

->3' direction isaG. 
fr) procedures 

a „= fnr <=rreenine point mutations beginning with 

s ;™Se^ 

contaminated with oligonucleotides. 

A variation of procedures follows : 
-3 ug single strand DNA Ml 3 

- 15 ng oligonucleotide universal primer 

- 7 ul Sequenase 5X buffer 

- H z O qsp 22 ul 

(1-200) (a) and (1:400) (b). 
framework and scope of this invention. 



Claims . 

nucleic acid sequence and characterized by: 

O^di^onof*.^.— 
u , ta V.n»cleo,ideof S uffice„.^ 




(2) initiating synthesis of the template strand of the hybrid generated above ( 1 ) - with 
this nucleotide functioning as catalyst in the presence of 

- a polymerase without exonuclease 3'5' action and 

- at least one modified nucleotide base that can bind to the catalyst's extension 
product, with binding blocking the elongation of the extension; 

(3) screening the nucleotide blocker base that is binding using any appropriate 
method, with screening allowing for identification of the specific complementary 
nucleotide base present on the target sequence that is the object of the analysis. 

2 ) Procedure according to Claim No.l, where blocker nucleotide bases are 
didesoxynucleotides. 

3 ) Procedure according to Claim No. 1 or Claim No. 2, where blocker nucleotide bases 
are appropriately labeled, in particular with a marker that has been selected from 
radioactive substances, enzymes, chemical chromophore fluorescent products or 
chemi luminescent products and appropriate antibodies. 

4 ) Procedure according to Claim No. 3, where markers are identical or different for each 
of the blocker nucleotide bases. 

5 ) Procedure according to Claim No. 4, where resulting from differential labeling of the 
four blocker bases, screening of the four blocker nucleotides is advantageously 
simultaneous. 

6 ) Procedure according to any one of Claims No. 1 through No. 4, where resulting from 
identical labeling of the four blocker bases or non-labeling, screening of the four 
nucleotides occurs either sequentially and/or separately. 

7 ) Procedure according to Claim No. 6, where the pyrophosphate created during 
polymerization is measured in an appropriate manner, with this pyrophosphate 
measurement allowing determining for which of the bases polymerization has occurred. 

8 ) Procedure according to Claim No. 6, where each of the labeled nucleotide blocker 
bases may be screened. 

9 ) Ready to use kit, or diagnostic set, for implementation of the procedure according to 
any one of Claims No. 1 through 8 where, in addition to containing appropriate amounts 
of buffers and agents for implementation of procedures, it contains: 

- aappropriate amounts of a nucleotide used as catalyst, that can hybridize with the target 
sequence so that its 3* tip is next to the specific nucleotide base to be screened. 

- appropriate amounts of the four modified nucleotide bases for binding with the 
catalyst's extension product while blocking elongation of that extension; 

and 

- appropriate amounts of a polymerase without exonuclease 3 '5' action. 

10 ) Kit, or diagnostic set, according to Claim No. 9, where the modified nucleotide bases 
are didesoxynucleotides. 
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a;™ t„ riaim No 9 or 10, where the nucleotide bases are 
1 1 ) Kit, or diagnost.c set, according to Oaim ™ * ° r ' rad i 0 active substances, 

appropriate antibodies, 
pyrophosphate. 

plants. 
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© Procede rapide de detection et/ou d'ldentiflcation d'une seule base sur une sequence d'acide 
nucleique, et ses applications. 



© Ce proceed est caracterise er 

(1) on bybride la sequence sui 
la base a identifier avec un 
gusur suffisante ; 

(2) on debute la synthase du b 
de I'hybride obtenu en (1), . |, 
vant d'amorce -, en presence : 
- d'une polymerase sans actio 



exonucl^ese 3 5' 



- d'au moins une base nuclsotidique modifies ; 
(3) on detects la base nuclSotiaique bioquante 
ineorporee par tout moyen appropriS. 
Application : diagnostic des maladies genet:- 



ppoCEDE RAPIOE DE DETECTION ET/OU D'IDENTIFICATION D'UNE SEULE BASE SUR UNE SEQUENCE 
PROCEDE RAPIOE DE ^TECmO ^ NUCLHQUEf gr S ES APPLICATIONS. 



La presente invention est relative a un procede 
de detection et'ou d'identrfication d'une seule base 
sur une sequence d'acide nucleique, ainsi qu'a ses 
applications, notamment dans le diagnose des 
maladies genetiques et dans le controle d'une hy- 5 

bnd L'hybridaton d'acide nucleique a ete utilise 
pour etudier i'identite et etablir la presence deci- 
des nucleiques. L'hybridation est basSe sur I appa- 
nement de bases complementaires. Lorsque des « 
acides nucl^ques s,mple brin ccmplementa.res 
sont incubes ensemble, lesdits acides n«««J« 
simple br,n s'apparient pour former "tie mo(6cute 
hybride double brin. La capacite de I'ADN Sample 
brin ou de I'ARN a former une structure avec une . 
sequence d'acide nucleique complementaire est 
utilisee comme methods d'analyse et de' diagnos- 
tic La disponibiliie de nucleosides triphosphates 
radioactifs ayant une activite specifique Importante 
et le marquage de I'ADN au »P en presence 
d'enzymes t fonction polymerase, par exemple la 
T«. kinase a permis d'iderrtifier, d'isoler et de ca- 
racteriser de nombreuses sequences d'acides nu- 
cleiques d'interet biologiqus. 

L'hybridation represents un critere important 
dans la detection de la presence de sequence 
d'acide nucleique particulieres comme par exemple 

- dans les maladies genetiques humaines ou ani- 
mates oO une modification hereditaire du patnmoi- 
ne genetique a des consequences morbides (par 
insertion, deletion ou mutation ponctuelle d une se- 
quence particuliere) ; 

- dans les maladies cancereuses, oD des rearran- 
gements de I'ADN genomique sont observes , 

su cours des infections ou I'on decele la presen- 
ce de genomes etrangers tels que celui des mi- 
croorganismes (bacteries. champignons et virus 
par exemple) : 

- pour 1'identification des individus en general : 

en medecine legale (paternite. filiation par exem- 

P 'dans le domain© agroalimentaire (plantes, contro- 
le sanitaire par exemple). 

Cependant, l'hybridation comme outii de dia- 
gnostic peut etre limltee par la ditficulte de sa mise 
en oeuvre (techniques lourdes) ou par ('absence de 
specified de l'hybridation (protocols operatoire). 

En effet, 1'etude chimique de l'hybridation a 
mis en evidence Influence de la concentration de 
ehacun des brins d'acides nucleiques impliques. 
de leurs longueurs, de leurs compositions en ba- 
la temperature, du pH, de la force iomque, 



la viscosite du n 



La temperature notamment, est critique et doit 
raster inferieure a la temperature de fusion (Tm : 
temperature a laquelte 50 % des sequences^ sont 
sous forme double brin). En solution, la temperatu- 
re optimale d'hybridation est 25* C en dessous de 
la Tm pour une sonde de 150 nucleotides et lege- 
rement plus basse pcur les sondes plus courtes. 

Ainsi lorsque I'on veut detecter un mutation 
portant sur une seule base, on peut generalemem 
utiliser, selon les cas. deux types de sondes : des 
sondes d'acide nucleique dites longues. supeneu- 
res a '.50 nucleotides en general, ou des sondes 
d'acide nucleique dites courtes entre 17 et 24 
nucleotides en general. Si la mutation interment 
dans un site reconnu specifiquement par une enzy- 
me dite de restriction, on peut utiliser la technique 
de Southern : celled comporte lee etapes o'.sole- 
ment de I'ADN, de digestion par I'enzyme de res- 
triction d'electrophorese sur gel. de transtert sur 
o une membrane et d'hybridation a I'aide d'une son- 
de tongue interessant la region de la mutation ; 
apres lavage et autoradiographie, fanaiyse des tab- 
les des fragments obtenus permet d mf.rmer ou 
confirmer la presence ce la mutation. Le procede 
>s tres lourd necessite que la mutation interesse un 
site de restricts. Si ce n'est pas le cas, on peut 
•ynthetiser une sonde courte oligonucWotraique de 
17 a 24 nucleotides dont le centre coihcide avec la 
mutation que I'on veut detecter. En choisissant des 
30 conditions aopropriees d'hybridation et de rincage 
(specifique de chaque systeme). on ne P eut obtenlr 
une hybridation a I'aide de I'oligonucleotide mar- 
quee qu'en cas d'homologie parfaite (une seule 
difference nucleotidique, notamment a I'endrct de 
w la mutation, entraTne la destabilisation de t'hybnda- 

Cependant, ces differentesmethodes presen- 
ted un certain nombre d'inconvenients-. ^ 

- conditions de temperature difficiles a m&nnser, 
. f0 pour obtenir une hybridation approphee ; 

- eventueiiement presence obligatoire d'un sue de 

^immobilisation de Tacide nucleique sur membra- 
ne (Southern blot). 
<5 Le Brevet Americain AMERSHAM n _ * 656 

127 a oermis de pailier certains de ces inconve- 
nient* notamment en ce qu'il permet de detecter 
une mutation oresente a un endroit ne presentant 
pas de site de clivage par une enzyme de restr.c- 

S ° Ce Brevet American n 1 4 656 127, decrit une 

methode de detection de la mutation d'une base 
nucleotique specifique dans un fragment d ac.oe 
nucleique (ADN ou ARN) Cible par : 
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( e) hybridation d'une scnde avec la sequence 
eible pour former un hybride d'acide nucleique, 
dans lequel une extremit* de la sends est hybn- 
dee de maniere adjacente a la base nucleohdi- 
que specifique ; 

(b) melange de I'hybride avec un derive nucleo- 
tidique dans des conditions appropnees a I Elon- 
gation de la sonde, de maniere a permettre la 
jonction derive nudeotidique - extremite de la 
«onde ssulement si la base specifique dans la 10 
sequence cible est (ou n'est pas) la mutation a 
detecter, une sonde associee audit derive nu- 
deotidique tttnt resistante a une digest.cn dans 
oes conditions particulieres ; 

(c) digestion de I'hybriae par une exonuclease rs 
dans des conditions telle* que le fragment dou- 
ble brin est progressivement digsre a partir de 
I'extremite de la sonoe a moins que ladite extre- 
mite ait ete mise en jonction avec ledit denve 
nudeotidique ; 

(d) elimination des portions de la sonde qui ne 
sont plus hybridees a la chaTne d'acide nuclei- 

' Sf et detection d'une mutation de la base nu- 
cleotidique specifique dans la sequence oble 2 
par detection de la presence ou de I'absence de 
la sonde apres digestion. 
Ce precede implique en particulier en plus de 
la sonde, I'utilisation d'un derive nucleobdique 
ayant des propriety particulieres et comport* de . 
ce fait encore de nombreuses etapes. De plus, d 
necessite, pour sa realisation, une immobilisation 
de I'acide nucleique sur une membrane et egaie- 
ment un marquage (de la sonde cu du denve 
nucleotidique). 

U presente invention s'est en consequence, 
bonne pour but de pourvoir a un precede d identifi- 
cation d'une base nucleotidique specifique, aise et 
rapide a mettre en oeuvre, qui repond mieux aux 
necessites de la pratique que les proems de I Art 
•merieur, notamment en ce que le precede confor- 
me a ^invention ne necessity pas un protocole 
operatoire complex*, e'est-a-dire ne necessite ni 
immobilisation de I'ADN, ni marquage de la sonde, 
st s'appl.que a la detection de sequences d aciae 
nucleique particulieres, notamment dans les mala- 
dies genetiques, les maladies cancereuses, les in- 
fections, ^identification d'individus humains. em- 
maux ou vegetaux. 

La presents invention a pour objet un procede 
de detection et/ou d'identification d'une base nu- 
cleotidique specifique presents sur une sequence 
d'acide nucleique. ceracterise en ce que : 

(1) on hybride la sequence sur lacuelle se trou- 
ve la base a identifier avec un nucleotide de 
longueur suffisame pour permettre une hybrida- 
tion corrects, quelle que eoit la temperature de 
reaction, tedit nucleotide s'hybridant avec la se- 



quence cible, de maniere a ce que son extrerm- 

te 3' soit adjacente a la base nudeotidique 

specifique a detecter et/ou a identifier ; 

(2) on debute la synthase du brin complementai- 

re de I'hybride obtenu en (1), - 'edit nucleotide 

servant d'amorce •, en presence : 

- d'une polymerase sans action exonuclease 

? d'au* motns une base nucleotidique modifiee, 
de maniere a etre incorporate dans la produit 
d'extension de I'amorce. ladite incorporation blo- 
quant I'elongation dudit produit d'extension ; 
(3) on detecte la base nucleotidique bloquante 
incorporee par tout moyen approprie, ladite de- 
tection permettant d'identifier la base nudeotidi- 
que specifique complementaire presents sur 1a 
sequence cible a analyser. 
On entend par nucleotide, au sens de la pre- 
sente invention, aussi bien un oligonucleotide.qui 
comprend de 10 a 50 bases qu'un nucleotide pou- 
vant comprendre plus de cent bases. 

Seion un mode de mise en oeuvre avantageux 
dudit procede, les bases nucleo.idiques bloquantes 
«ont des didesoxynucleotides. 

Seion un autre mode de mise en oeuvre avan- 
tageux dudit procede, lesdites bases nucleotid.- 
ques bloquantes sont marquees de maniere appro 
priee notamment par un marqueur chois< dans le 
qroupe qui comprend des sub stances radioacti- 
ve* des enzymes, des produits chimiques chromo- 
phobes fluorescent* ou chimioiuminescents et des 

anticorps appropries. 

Seion une disposition avantageuse de ce mooe 
de mise en oeuvre, le marqueur est identique ou 
oifferent pour chacune des bases nucleotidiques 
bloquantes. 

Seion une rnodalite de cette disposition, iors 
que les quatre bases bloquantes sont marquees a 
I'aide de marqueurs different^, la detection des 
0 quatre nucleotides tloquants est avantageusement 
jimultanee. 

Seion un autre mode de mise en oeuvre avan- 
tageux dudit proceae, lorsque les quatre bases 
bloquantes sont marquees de maniere identique ou 
is bien lorsqu'elles ne sont pas marquees, la detec- 
tion des quatre nucleotides bioquants est realisee 
successivement et/ou separement. 

Seion une disposition avantageuse de ce rr\oa« 
de mi=e en oeuvre, on detecte, de maniere sppro- 
50 priee. \ pyrophosphate forme lors de la reaction 
de polymerisation. nA ^ rt , 
En eflet, la reaction de polymerisation genere 
la production d'un pyrophosphate, comme suit : 
matrice - amorce ♦ dNTP ~> matrice - (amorce 
55 + dNMP) + PPi- _ ..„„,. 

En mesuront le pyrophosphate dans chaque 
tube de reaction, II est possible de determiner pour 
SSeHo des bases une reaction de polymensation 



''"sSo^uSb autre disposition aventageuse de ce 
mode de mise en oeuvre, on detecte chaque base 
nucleotidique marquee. 

En etfet, chaque tube de reaction content, en 

de determiner pour laquelle des bases one «ac*on 
de polymerisation s'est produite. es bases mar 
quels non inccrporees etant eliminees par W 

Le orocede conforme a Invention a notam- 
m enU'avantage de permettre de ^* •sec- 
tions operators, independamment de la base ou 
c*o*£ue k Wwaner et de ne pas nwesjje, 
demobilisation de I'acide nucle.que sur une mem 
u presente invention a egalement pour objet 
un kit ou coffret de diagnostic, pret a I'emploi. pour 
^ m!se en oeuvre du precede confer™ » hnv n- «, 
tion carecterise en ce quH comprend outre les 
quantites convenables de reacts et tampons adap- 
ts s a la mise en oeuvre du precede : 
te is quanttes appropriees d'un nucteotde ^ 
(servant d'amorce) capable de s'^"^* * " 
sequence cible de rnaniere a ce que son earfrn - 
3 soil adjacente a la base nucleot.d.que specrfique 
a d« teeter ; 

. des quantites appropriees de quatre base* nu 
cliques modifies de rnaniere a §tre .ncorpora- , 
b es dans le prcdult d'extension de I'amorce tout 
en bloquant I'elongauon dudit produit d'extens<on : 

?des quantites appropriees d'une polymerase sans 
action exonuclease 3 5. 

Seton un mode de realisation avantageux dudu 
Mt ou coffret, les bases nucleotidio^s mod^ees 
sont des didesoxynucteotdes (ddTTP, ddGTP. 
a Telon d u::Lmodede^sation«eu, 
dudit kit ou coffret, les bases nucleotides mod,- 
flees sont marquees de rnaniere appropnee notam- 
ment par un marqueur choisi dans le groupe qu. 
comprend des substances radioactive* des eray- 
1 des produits chimiques chromophores fluo- 
"scents ou chimiclummescents et des entcorps 

"^encore un autre - de reason 
avantageux dudit kit ou coffret. .1 comprend. en 
outre, des reactifs appropries pour le dosage du 
pyrophosphate. , r„„ontinn 

Outre les dispositions qui precedent, i mvenug 
comprend encore d'autres disposihons. qu. ressor- 
tiront de la description qui va suivre. 

L' invention sera mieux comprise a I aide au 
complement de description qui va suivre, qui se 
relere a des exemples de mise en oeuvre du 
precede obiet de la presente invent.cn. 



II doit etre bien entendu, toutefo-S. que ces 
exemples sont dennes uniquement a titre d Hkistra- 
ton de I'objet de I'invention, dont Us ne constrtuent 
en aucune rnaniere une limitation. 

temple 1 : diagnostic de (a *^^ s ^J 

La drepanocytose ou anemie falciforme est 
due a une mutation dans fun des exons du gene p 
cedent pour la cheTne fl de rhemoglobjoe (Hb). 
Cettfrnutatton constant en une subsUution c I une 
adenine (A) par une thymine (T). mod, e I icodon 
GAS. traduft en un acide 9^^£ ^ 
G) dans I'Hb normale, en codon GTG tradwt en 
uie valine dans PHb ancrmele (HPS). L" ADN qu, 
M utilise dans cet exemple correspond a un c 
o sequence d' ADN amplifie simple-bnn . 



^Bloca^a^amc^d^rnpn^ , 

• melanger dans un tube de microcentrifuga- 
t,on pour chaque ADN matrice : 
- 100 ng d'ADN (simple-brin amplify 
. 7 ul de tampon Sequenase 5X (= Tris-HC P H 
7,5. 200 mM ; NaCl, 250 mM ; MgCte. 100 mM) 
■ ag^rT Sdi d'un vonex et centrifuger rapioe- 

Nncuber au bain-marie a 95" G pendant 2 minute^ 
• enlever vite et placer au barn-mane a 
^Z^rTZllo,^ pourunechanti, 
ion d'ADN, constitue de : 

-.^rrige de ^ P ,i, r u ;;4 00 

, (ddTTP : 112 UM ; ddGTP M, 12 aM-.ddATP . 
3,36 nM ; ddCTP : 8.S6 uM) ; et 

- H 2 D qsp 6.5 Ul 

- Sequenase 1 ul (3 unWs) ^r-Auae- 
' enlever les tubes du bain-mar.e et centr.tugo. 

ii rapidement, 

• ajouter le tampon de reaction et melanger, 

• niecer au bain-mane a 37 C pendant 5 minute.. 

• enlever les tubes et les placer dans la 5'ace. 

60 b) Elimination des ^dW^ucleo^ Iroids en 

In utilise les aystemes de microseparatlon 
c Centricon 3 ou 10 (Amicon) qui. par filtration sur 
55 memb-e Uel^ree par centnfugation. permettent 
de retenir des especes moieculaires de poias r u 
JcuSe superieur a 3 O00 ou 10 000 Catena (P^ 
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exempt un nucleotide correspond a 330 D et un 
P %\!™1™ ****** "« dea > <*» " 

volume minimal, 

- inverser le systeme "Centricon", 

- centrifuge, pour recuperer le volume reaetionnei. 
-ramener le volume obterui a 12 til. 



c) tm^uengage (precede conforme a I'inven- 
Bbn) 

• pour chaque tut* d'ADN, ^< " ' £' T . 
is no ^oligonucleotide 5 CATGGTGCACCT- 
GACTCCTG 3' (OA), correspondent a la sequence 
Santa la base adeems a la potrton * >* 

Tui°d n e Tampon Sequenase 5X tel que «M en 
ai ei-de«us et proceder comme dans a) ; puis 
Sparer le tampon de taction constitue pour 
cheque echantillon de : 

- 2S ul DTT 0,1 M . 

- Ul d-une dilution a ; Mj^m. 

ddNTP fluorescents (ddTTP . "ZUM • °° 
1 12UM ; ddATP' . 3.36uM ; ddCTP" : 8,96uMV 
Les didesoxynucleotides fluoresces sent vendus 
par Du Pont (Genesis™ 2000 ONA Analysts Sys- 
tern) ; 

. HiO qsp 6.5 ul 

- Sequenass 1 ul (3 unites) mer raoi- 

• enl=ver les tubes ou bain-marie, centrifuger rapi 

■ le tampon de faction, melanger. 

mariP a 37 C pendant 5 mns, 

■ placer au bain-marie a o' ^. w 

' • nlever les tubes et placer les dans la glace 



■ passer les echant.ilons Sur colonne de Sephe- 
dex G50. 

' recupersr ies eluats. 

e) Detection 

La detecfen se fait pour chaaue echantillon 

une source telle qu un ia„er. -iy 
oar un lluorometre. 

On obtient les courbes a (temo.o) et b 
(malade), comme visible sur la figure i , qui perme 



d« detecter au niveau de la position correspondant 
t unnventuelle mutation, rincorpo^on d'un 
ddATP en a, pour I'individu sem et pour mai 
ma iade homozygote en b, Incorporation dun 
ddTTP. 



a) Materiel °_ e d ^ part 

• ADN simple brin ae bacteriophage M13mp6 
■ Oiiaonucieot.de de synthase dit Primer Unive.se, 
de <Lence : 3 TGACCGGCAGCAAAATG5 
?! Premier, base incorporee sur .'amorce dans le 
sens 5->3 est un G. 



b) Protocole 

Le protocole est equivalent au protocol de 

ADN du phage Ml3 etant non contam.ne par aes 
oligonucleotides. . . 

En variant©, le protocole est le suwam . 
, c -3U0d'A.D.N. simple-brin M13 

- 15 ng ^oligonucleotide primer universei 
.7 ul de Tampon 5X Sequence 

tes des ddNTP (1/200 (a) et IMOOeme lb». 

Ain<i que cela ressort de ce qui precede, i in- 
L limiie nullement a ceux de ses 
40 ™2« deVw en oeuvres. de realisation et d'ap- 
S S qui 'viennent d'etre decnts de facor, p£ 
Lpucue ; e,le en = ^ 
variantes qui peuvent venir a I esprit > 
en , 6 matiere, sans s'ecarter du caore. m de 
" porteede la presente invention. 



Revendications 

a* ^taction evou d'identification 
11 Procede de oetection huuu 
d'une base nucleotidique specifique presents sur 
ur ,e sequence d'acide nucleique, caractense en c 

qU 0) on hydride la sequence sur laqueile^ hou- 
I ia base a identifier avec un nucleot.de de 
lonoueur suffisante pour permettre une hybrlda- 
T correcte, quelle que soit la temperature de 
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reaction, ledit nucleotide s'hybridant avec la se- 
quence cible, de maniere a ce que son extremi- 
ty 3' soit adjacente a la base nucleotidique 
specifique a detecter etfou a identifier ; 

(2) on debute la synthase du brin complementai- 
re de I'hybride obtenu en (1), - ledtt nucleotide 
servant d'amorce -. en presence : 

- d'une polymerase sans action exonuclease 
35' et 

- d'au moins une base nucleotidique modifiee, 
de maniere a etns incorporable dans le produit 
d'extension de ('amorce, ladite incorporation bio- 
quant I'elongation dudit produit d'extension ; 

(3) on detects la base nucleotidique bloquante 
incorporee par tout moyen approprie. ladite de- 
tection permettant d'identifier la base nucleotidi- 
que spgcifique compl^mentaire presente sur la 

^ sequence cible a analyser. 
2 ) Procede selon la revendication 1, caracterise 
en ce que les bases nucleotidiques bloquantes 
sont des did^soxynucleotides. 
3 " ) Procede selon (a revencication 1 ou la revendi- 
cation 2, caracterise" en ce que lesdHes bases 
nucleotidiques bloquantes sont marquees de ma- 
niere appropriee, notamment a I'aide d'un mar- 
queur ctioisi dans le groupe qui comprend des 
substances radioactives. des enzymes, des pro- 
duits chimiques chromophores fluorescents 00 chi- 
mjoiuminescents et des anticorps appropries. 
4") Procede selon la revendication 3, caracterise 
en ce que le marquGur est identique ou different 
pour chacune des bases nucleotidiques bloquan- 
tes 

5 ) Procede selon la revendication 4, caracterise 
en ce que lorsque les quatre bases bloquantes 
sont marquees a I'aide de marqueurs differents, la 
detection des quatre nucleotides bloquants est 
avantageusement simultanee. 

6 ) Procede selon I'une quelconque des revendi- 
cations 1 a 4, caracterise en ce que lorsque les 
quatre bases bloquantes sont marquees de manie- 
re identique ou bien lorsqu'elles ne sont pas mar- 
quees, la detection des quatre nucleotides blo- 
quants est reaiisee successivement et/bu separe- 

7 ) Procede selon la revendication 6, caracterise 
en ce qu'on aose, de maniere appropriee, le pyro- 
phosphate forme lors de la reaction de polymerisa- 
tion, ledit dosage de pyrophosphate permettant de 
determiner pour laquelle des bases une reaction de s 
polymerisation s'est produite. 

8 ) Procede selon la revendication 6, caracterise 
en ce qu'on detecte chaque base nucleotidique 
bloquante marquee. 

9 ) Kit ou coffret de diagnostic, pret a i'emploi, 5 
pour la mise en oeuvre du procede selon I'une 
quelconque des revendications 1 a 8, caracterise 

en ce qu'il comprend outre les quantites convena- 



bles de reactifs et tampons adaptes a la mise en 
oeuvre du procede : 

- des quantites appropriees d'un nucleotide, ser- 
vant d'amorce, capable de s'hybrider avec la se- 
quence cible de maniere a ce que son extremite 3' 
soit adjacente a la base nucleotidique specifique a 
detecter ; 

- des quantites appropriees de quatre bases nu- 
cleotidiques modifiees, de maniere a etre incorpo- 
rables dans le produit d'extension de I'amorce tout 
en bloquant f'elongation dudit produit d'extension ; 

- des quantites appropriees c'une polymerase sgns 
action exonuclease 3 5'. 

10") Kit ou coffret selon la revendication 9, carac- 
terise en ce que les bases nucleotidiques modi- 
fiees sont des didesoxynucleotides. 

11 ) Kit ou coffret selon la revendication 9 ou la 
revendication 10, caracterise en ce que les bases 
nucleotidiques modifiees sont marquees de manie- 
re appropriee, notamment a I'aide d'un marqueur 
choisl dans le groupe qui comprend des substan- 
ces radioactives, des enzymes, des produits chimi- 
ques chromophores fluorescents ou chimioiumines- 
cents et des anticorps appropries. 

12 ) Kit ou coffret selon I'une quelconque des 
revendications 9 a 11, caracterise' en ce qu'il com- 
prend. en outre, des reactifs appropries pour le 
dosage du pyrophosphate. 

13 ) Application du procede selon I'une quelcon- 
que des revendications 1 a 8, a la detection de la 
presence de sequences d'acides nucleiques parf- 
culieres associees a des maladies, telles que mala- 
dies genetiques ou maladies cancereuses. a des 
infections, ou propres a permettre ('identification 
d'individus humains. animaux ou vegetaux. 



